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Resumo2PRQLWRUDPHQWRGRSURFHVVRGHIHUPHQWDomRDOFRyOLFDpHVVHQFLDOSDUDRFRQWUROHGHVXDH¿FLrQFLD
&RQWXGR DLQGD QmR Ki PpWRGRV UiSLGRV H SUiWLFRV EHP GH¿QLGRV 2 SUHVHQWH HVWXGR XWLOL]RX D WpFQLFD GH
espectroscopia na região do infravermelho próximo (NIR) associada à análise multivariada para monitorar a 
produção de etanol celulósico. A biomassa foi proveniente do processamento de quatro variedades de cana-de-
açúcar. O conjunto de dados espectrais foi baseado na análise de amostras sintéticas e reais. Os espectros foram 
modelados utilizando-se a Regressão por Mínimos Quadrados Parciais (PLS). O número de variáveis latentes 
IRLGH¿QLGRFRPEDVHQRVUHVXOWDGRVGD9DOLGDomR&UX]DGDleave-one-out). Diversas combinações empregando 
GDGRVHVSHFWUDLVGHDPRVWUDVVLQWpWLFDVHUHDLVIRUDPDQDOLVDGDVD¿PGHJDUDQWLURPHOKRUPRGHORGHSUHYLVmR
Consideraram-se oito variáveis latentes para ambos compostos. Como resultado, obtiveram-se erros de previsão 
na validação externa (RMSEP) de ±0,80 g/L para etanol e de ±1,20 g/L para glicose. Portanto, a metodologia PLS-
1,5IRLFDSD]GHTXDQWL¿FDUDVFRQFHQWUDo}HVDQDOLVDGDVFRPDFXUiFLDPRVWUDQGRVHDVVLPH¿FD]QDSUHYLVmRGD
composição do caldo fermentativo da produção de etanol celulósico.
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MEASUREMENT OF GLUCOSE AND ETHANOL IN ALCOHOLIC FERMENTATION BY NEAR-INFRA-
RED SPECTROSCOPY (NIR)
Abstract: 7KHPRQLWRULQJRIWKHIHUPHQWDWLRQSURFHVVLVHVVHQWLDOIRUWKHFRQWURORILWVHI¿FLHQF\+RZHYHUWKHUH
DUHQRZHOOGH¿QHGPHWKRGVWKDWDUHIDVWDQGSUDFWLFDOIRUVXFKDSSOLFDWLRQ7KHSUHVHQWVWXG\XVHGWKHWHFKQLTXH
of near-infrared spectroscopy (NIR) associated with multivariate analysis to monitor the production of cellulosic 
ethanol. The biomass came from the processing of four varieties of sugarcane. The set of spectral data was based 
on the analysis of real and synthetic samples. The spectra were modeled using the Partial Least Squares Regression 
3/67KHQXPEHURIODWHQWYDULDEOHVZDVGH¿QHGEDVHGRQWKHUHVXOWVRI&URVV9DOLGDWLRQOHDYHRQHRXW7KH
calibration matrices were constructed with different sets of data to ensure the best model. Eight latent variables 
were considered for both compounds. As a result, there were obtained prediction errors in the external validation 
(RMSEP) around ± 0.80 g/L for ethanol and ± 1.20 g/L for glucose. Therefore, the methodology PLS-NIR was able 
to accurately measure the concentrations in the fermentation broth of the of cellulosic ethanol production process.
Keywords: cellulosic ethanol, near-infrared spectroscopy, multivariate analysis. 
1. Introdução
Com a Crise do Petróleo na década de 70, o governo brasileiro passou a utilizar o etanol como combustí-
vel alternativo aos combustíveis fósseis. Em 1973, a partir do Programa Nacional do Álcool, o Brasil tornou-se o 
pioneiro na produção de bioenergia em larga escala e, desta forma, o álcool etílico tornou-se um produto industrial 
importante para a economia do país. Segundo o balanço energético brasileiro de 2014, a demanda energética de 
etanol teve um crescimento de 20,0% em 2013 com relação ao ano anterior. Pesquisas preveem uma demanda 
potencial de 47,5 bilhões de litros deste biocombustível para 2015 (MILANEZ, 2012). Neste cenário, avanços 
tecnológicos que levem à otimização do processo produtivo do etanol são de suma importância para as indústrias 
do setor. 
A fermentação alcoólica é realizada na maioria dos processos industriais pela levedura Saccharomyces 
cerevisiae, que utiliza açúcares simples como substrato na geração de etanol. Este processo ocorre a partir do con-
sumo de açúcares, que são encontrados no caldo de cana-de-açúcar e podem ser alternativamente obtidos a partir 
da hidrólise de açúcares superiores presentes no material celulósico das plantas. A produção de etanol celulósico, 
ou etanol de segunda geração, é uma potencial estratégia para aumentar a produção deste biocombustível sem a 
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necessidade de expandir áreas de cultivo da cana-de-açúcar e competir com as áreas cultiváveis utilizadas para a 
produção de alimentos.
 Mensurar a concentração do substrato e do produto ao longo do tempo de fermentação é crucial para 
o controle do balanço de massa da reação bioquímica e, consequentemente, determinante da economicidade do 
SURFHVVRHPTXHVWmR2VFRPSRQHQWHVTXtPLFRVGDIHUPHQWDomRSRGHPVHUTXDQWL¿FDGRVFRPSUHFLVmRDSDUWLUGD
&URPDWRJUD¿D/tTXLGDGH$OWD(¿FLrQFLDGRLQJOrVHigh Performance Liquid Chromatography, HPLC), embora 
este método seja demorado e haja perda das amostras analisadas. 
A Espectroscopia no Infravermelho Próximo (do inglês, Near Infrared Spectroscopy, NIR) associada 
às técnicas de calibração multivariada (PLS-NIR) representam uma alternativa à quimiometria convencional. A 
regressão por mínimos quadrados parciais (do inglês, Parcial Least Squares, PLS) é umas das principais técnicas 
GHDQiOLVHPXOWLYDULDGDHQFRQWUDGDVQDOLWHUDWXUD23/61,5PRVWURXVHH¿FLHQWHQRPRQLWRUDPHQWRGHGLYHUVRV
SURGXWRVHPPLVWXUDVGHFRPSRVWRVHGHVWDFDVHSRUTXDQWL¿FDUPXOWLFRQVWLWXLQWHVFRPRPtQLPRRXQHQKXPD
preparação da amostra, de forma rápida e não destrutiva (HONGQIANG e HONGZHANG, 2008). 
No presente estudo, avaliou-se a utilização de PLS-NIR para a análise multivariada dos principais com-
ponentes da fermentação alcoólica para obtenção de etanol celulósico, comparando-se diferentes formas de montar 
a matriz calibração, sendo que esta foi formada tanto por amostras sintéticas quanto por amostras obtidas do meio 
fermentativo.
2. Materiais e Métodos
2.1. Amostras reais: processo de produção do etanol celulósico
Bagaço e palha de cana-de-açúcar foram secos e processados de acordo com o modelo de produção de 
etanol celulósico desenvolvido pela Embrapa Agroenergia. O monitoramento da glicose foi realizado por kit enzi-
mático (Doles®%UDVLOHDSURGXomRGHHWDQROIRLPRQLWRUDGDDWUDYpVGD&URPDWRJUD¿D/tTXLGDGH$OWD(¿FLrQFLD
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (PEREIRA et al. 2013).
2.2. Amostras sintéticas
As amostras sintéticas foram preparadas a partir da diluição de uma solução tampão de citrato de sódio 
(5 mM e pH = 4,5) com concentração inicial de 200 g/L de etanol e de 180 g/L de glicose. Aferiram-se diferentes 
diluições destas soluções para cada componente estudado puro (P). Partindo-se do mesmo tampão, obtiveram-se 
misturas ideais (M) de produto e substrato em diversas proporções, as quais foram escolhidas aleatoriamente. O 
FRQMXQWRGHDPRVWUDVFRPSRVWRSRUDPEDVVROXo}HV3H0IRLGH¿QLGRFRPRFRQMXQWRGHDPRVWUDVVLQWpWLFDV
(PM).
9DUUHGXUDQRLQIUDYHUPHOKRSUy[LPRWUDWDPHQWRHDQiOLVHPDWHPiWLFDGRVHVSHFWURV
Um espectrômetro FT-NIR da Perkin Elmer (Spectrum 100N) foi utilizado na leitura de todas as amos-
tras deste estudo. Os espectros foram obtidos na temperatura de, aproximadamente, 25 °C, consistindo na média 
de 32 varreduras numa região de comprimentos de onda variando entre 4.000 a 10.000 cm-1 Os espectros foram 
obtidos na temperatura de, aproximadamente, 25 °C, consistindo na média de 32 varreduras numa região de com-
primentos de onda variando entre 4.000 a 10.000 cm-1. Os espectros originais foram pré-tratados, considerando-se 
o alisamento pela média com e sem a redução do número de pontos, bem como as derivadas primeira e segunda 
2VHVSHFWURVWUDWDGRVIRUDPPRGHODGRVDSDUWLUGDPXOWLFDOLEUDomR$¿PGHYHUL¿FDUTXDOPRGHORSUHYrDFRQ-
centração dos analitos com maior acurácia, avaliaram-se três conjuntos de calibração distintos formados a partir 
de amostras puras (P), misturas (M) e reais (F). O modelo de calibração utilizado para este estudo foi o do Partial 
Least Squares (PLS) (HAALAND, 1998). 
$¿PGHGH¿QLUDTXDQWLGDGHGHYDULiYHLVODWHQWHV15DSOLFRXVHDYDOLGDomRFUX]DGDleave-one-out) 
do sistema e calculou-se desvio padrão de previsão (Root Mean Square Error Cross Validation, RMSECV), para 
cada modelo gerado. O cálculo do i-ésimo RMSECV foi realizado a partir da Equação 1. 
  (1)
Em que, )(ikc  e 
)(ˆ i
kc  são a referência e o valor predito das concentrações usadas na validação cruzada. 
Assim, o número de variáveis latentes (NR) mais adequado para descrever o sistema em questão, foi aquele cujo 
YDORUGH506(&9GRDQDOLWRIRLPtQLPR$YDOLGDGHGRPRGHORREWLGRIRLYHUL¿FDGDDSDUWLUGRHUURGHYDOLGDomR
externa (Root Mean Square Error Prediction, RMSEP). Os erros da validação externa foram calculados analoga-
mente ao RMSECV, dado que )(ˆ ikc  admite o valor predito pelo PLS (BRERETON, 2007). 
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3. Resultados e Discussão
Neste trabalho, consideraram-se 37 amostras reais de fermentações. Avaliaram-se conjuntos de calibração 
contendo 33 amostras reais (F), sendo que os quatro dados remanescentes foram destinados à validação externa. 
Já para as amostras sintéticas, analisaram-se 32 amostras, sendo 10 para o conjunto de soluções de apenas um 
componente (P) e 22 para as soluções de misturas (M). 
$SyV REWHU RV HVSHFWURV QR1,5 UHDOL]DUDPVH RV SUpWUDWDPHQWRV H[HPSOL¿FDGRV SHORV JUi¿FRV GDV
Figuras 1 e 2. A priori, avaliou-se o conjunto de calibração formado apenas por amostras sintéticas – conjunto 
formado por amostras puras e misturas (PM). Para este conjunto de amostras, analisaram-se os erros da validação 
cruzada para diferentes combinações de pré-tratamentos. Nesta análise, cinco variáveis latentes foram considera-
das em todas as modelagens. Os dados estão dispostos na Tabela 1.
O procedimento de alisamento espectral não levou a grandes erros de RMSECV para ambos componen-
tes. Este resultado apresentou erros equivalentes àqueles obtidos a partir de espectros brutos. Já utilização das 
derivadas primeira e segunda dos espectros (alisados ou não) não melhorou o desempenho do modelo.
Figura 1. Espectros do conjunto de amostras sintéticas (PM) alisados pela média móvel (técnica utilizada: 
perda de pontos).
Figura 2. Espectros da primeira e segunda derivada dos Espectros mostrados na Figura 1.
A partir dos resultados, considerou-se apenas o alisamento pela média móvel com perda de dados como o 
pré-tratamento dos demais espectros.
Tabela 1. Resumo da análise dos pré-tratamentos estudados, em que X sinaliza o pré-tratamento que foi 
estudado para cada modelagem avaliada (Mi).
Pré-tratamentos M
1
M
2
M
3
M
4
M
5
Alisamento pela Média (perda de resolução) X - - - X
Alisamento pela Média Móvel - X - - -
Derivada Primeira - - X - X
Derivada Segunda - - - X -
RMSECV (g/L)
Glicose 5,0 5,0 10,0 13,0 9,5
Etanol 1,0 1,2 1,1 1,3 1,5
Salienta-se que, após a análise inicial, amostras anômalas foram removidas e as variáveis latentes (NR) 
IRUDPHVFROKLGDVFDXWHORVDPHQWHD¿PGHHYLWDUPRGHORVFRP506(3¶VHOHYDGRVRXVREUHDMXVWDGRVRYHU¿WWLQJ. 
Avaliaram-se também os erros de previsão na modelagem baseada no conjunto de calibração formado pelos es-
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pectros das amostras de fementação real (F), soluções dos anlitos puros e em mistura (PM), bem como o conjunto 
formado por amostras puras, misturas e fermentação (PMF). A Tabela 2 contém estes resultados.
Tabela 2. Variáveis latentes (NR), erros de validação cruzada (RMSECV) e externa (RMSEP) dos modelos 
obtidos com espectros alisados para conjuntos de calibração formados por: PM, F e PMF.
Matriz Calibração PM F PMF
Analitos Etanol Glicose Etanol Glicose Etanol Glicose
Faixa de Validade do 
Modelo (g/L)
0-160,00 0-180,00 2,32-28,33 21,31-92,85 0-160,00 0-180,00
NR 6 6 6 5 8 8
RMSECV (g/L) 0,98 5,44 4,30 2,10 0,30 0,90
RMSEP (g/L) 4,51 8,44 1,80 1,80 0,80 1,20
Constatou-se que o conjunto de calibração composto apenas por amostras puras e misturas (PM) pode 
ser utilizado na previsão do produto e substrato deste no processo seja admissível erros de validação externa de, 
aproximadamente, ± 5,0 g/L para o etanol e de ± 8,0 g/L para a glicose.
A união dos espectros das amostras sintéticas e reais para formar um conjunto de calibração (PMF) forne-
ceu os melhores resultados. Destaca-se que essa matriz calibração forneceu um modelo PLS-NIR cujos RMSEP’s 
foram de, aproximadamente, ± 1,0 g/L para ambos compostos. 
Morita et al. (2011) realizou um estudo no qual utilizaram-se na matriz calibração 266 amostras prove-
QLHQWHVGD IHUPHQWDomRDOFRyOLFD UHDOL]DGDFRPOHYHGXUDVJHQHWLFDPHQWHPRGL¿FDGDV2VHUURVGHSUHYLVmRGD
modelagem, deste estudo foram estatisticamente equivalentes aos obtidos no presente trabalho para os dados PMF, 
RXVHMDRV506(3¶VIRUDPGHDSUR[LPDGDPHQWHJ/(PERUDRVHUURVVHMDPVLJQL¿FDWLYDPHQWHLJXDLVD
matriz calibração proposta no atual estudo contêm apenas 65 amostras, dentre as quais 32 amostras correspondem 
à sintéticas e os demais referem-se à fermentação real (PMF). 
4. Conclusões
1HVWHWUDEDOKRDYDOLDUDPVHGLIHUHQWHVPDWUL]HVFDOLEUDomRD¿PGHREWHUDTXHODFXMRPRGHOR3/61,5
apresentasse o menor erro de previsão (RMSEP) dos componentes da fermentação alcoólica de segunda geração 
VXEVWUDWRJOLFRVHHSURGXWRHWDQRO2FRQMXQWRGHFDOLEUDomR30)IRUQHFHXRPRGHOR3/615PDLVH¿FD]
embora as matrizes calibração PM e F também forneçam modelos de previsão satisfatórios. Portanto, foi possível 
mensurar etanol e glicose no caldo fermentativo advindo da produção de etanol de segunda geração com acurácia 
de, aproximadamente, ±0,80 e ±1,20 g/L (RMSEP
PMF
), respectivamente. 
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